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学位論文内容の要旨
【目的】
骨治癒過程では､多様な細胞が複雑に関与すると考えられている｡骨治癒過程は一般的に炎症
期､修復期､リモデリング期の3期に分けられ､組織の損傷に伴う炎症性細胞の浸潤､未分化間
英系幹細胞および血流を介した幹細胞の動員､細胞の増殖ならびに分化による組織の修復により
治癒が完了する｡これら骨治癒過程に関わる細胞の由来については､明らかではない｡
一方､再生医療研究の発展に伴い骨髄由来細胞の多分化能が明らかとなり､様々な組織の修復
や維持-の関与が報告されている｡しかし､骨治癒過程における骨髄由来細胞の関与について詳
細は不明である｡
そこで本研究ではGFPトランスジェニックマウス骨髄細胞移植マウスを用いて骨欠損モデルを
作製し､治癒過程における骨髄由来細胞の関与について検討した｡
【材料および方法】
実験には8週齢雌性C57BL/6野生型マウス34匹および同系8適齢GFPトランスジェニックマウス
(GFPマウス)16匹を用いた｡野生型マウスに10Gyの放射線照射後､GFPマウス大腿骨と腰骨から
採取した骨髄細胞を尾静脈から]個 体当たり1×107cells移植した｡骨髄細胞移植1ケ月後に移植細
胞の生者を確認し､骨欠損モデルとして腰骨近位骨端から約5mm遠位の骨幹中央部にラウンドバ
ーにて生理食塩水注水下に直径1rLI皿の骨欠損を作拠した｡
骨欠損作製後､3､7､14､28日目に腰骨を掃出し､エックス線写真撮影を行って骨欠損部の硬
組織形成状態を観察した｡摘出した全ての試料は4%パラフォルムアルデヒド固定液で12時間浸
漬固定し､10%EDTA溶液にて2週間脱灰した｡脱灰後､常法に従ってパラフィン包埋､厚さ5〟m
の連続切片を作製し､HE染色､TRAP染色およびGFP､F4/80､CD34､0Steocalcin(OC)に対する免
疫組織化学的染色を施した｡対照部位として腰骨骨端軟骨板を同様の方法で染色し､組織学的に
観察した｡
【結果】
対照組織である冊端部の骨髄では血球系細胞が ドナー由来骨髄細胞に置換されており､冊髄移
植による造血系再構築が起こったことが確組された｡骨端軟骨板では肥大軟骨細胞層直下の多核
巨細胞や単核の破軟骨細胞､骨化帯に存在する破骨細胞がGFP陽性を示したが､増殖軟骨細胞､
肥大軟冊細胞はGFP陰性を示した｡また骨周囲に配列する骨芽細胞や血管内皮細胞､脂肪細胞と
考えられる細胞はGFP陰性を示した｡
エックス線写真において､骨欠損作.tFg後の骨形成過程を観察したところ､3日目では骨欠損部
の周囲および席底部から不透過性が冗進し､7､14日目では徐々に骨欠損範囲が小さく浅くなり､
28日目には皮質骨の連続性が回復していた｡
骨欠損部の組織学的観察において､骨欠折作製後 3日目では､骨欠損部炎椛巣において好中球
を主体とした炎症性細胞とF4/80陽性の類円形､樹枝状のマクロファージにGFP陽性が認められ
た｡7日目では､骨欠損部に肉芽組織の噌生が認められ､肉芽組織中のCD34陽性血管内皮細胞の
一部にGFP陽性が認められた014日目では､骨欠損内の大部分が骨組織に雁換されており､新生
骨周囲でOC陽性､GFP陰性の骨芽細胞が認められた｡骨組織中の血管内皮細胞はGFP陰性を示し
たが､血管周囲には多数のGFP陽性細胞が認められたQ28日目では､欠損部の新生骨組織の吸収
により骨髄腔が形成され､残存した骨組織周囲にTRAP染色陽性 GFP陽性の破骨細JIBを認めたO
【考察】
骨髄移植後の骨端軟骨板では､血球系細胞や破骨細胞はGFP陽性であったことから､移植 した
骨髄由来であることが示され､本モデルは骨髄由来細胞を組織学的に明らかにする上で有用なモ
デルであることが確認された｡本研究の骨欠損モデルでは､一眼的な骨折治癒と同様に炎症期､
修改期､リモデリング期の段階を経て治癒していたことが組織学的に確認された｡また木モデル
は､各観鰯期間における組織像に個体差が少なく､再現性が高いモデルと考えられたO
炎症矧である骨欠損作製後3日目､7日目に骨髄由来であるGFP陽性マクロファージが出現し､
7日目では血管内細胞の一部にGFP陽性所見が膿められた｡このことから､創qy',:治癒初期のよう
な修復反応が活発で特殊な環境下においては骨髄由来細胞が動員され､一部のIlt･W内皮細胞に分
化する可能性が示唆された｡修復期～リモデリング期に出現したOC陽性の骨芽細胞はGFP陰性
であることから､骨髄細胞由来ではなく､血管)｡qBj如こ存在するとされるレシピェント由来の間葉
系幹細胞が分化したものである可能性が考えられた｡骨治癒組織に出現する破骨細胞はGFP陽性
を示 しており､造血幹細胞を由来とする前駆細胞が破竹細胞に分化 したと考えられた｡
本研究における骨治癒過程では､骨髄由来細胞は炎描性細胞､肉芽組織中のマクロファージ､
血管内皮細胞の一部､血管周囲の細胞および骨吸収に関わる破骨細胞等､多様な細胞に分化して
いたが､軟骨細胞､骨芽細胞や骨細胞への明らかな分化は確認できなかった｡以上のことから､
冊髄由来細胞は､骨治癒過程の早期より出現して創傷治癒を促進し､血管形成制御や骨組織のリ
モデリング等に関わって､新生骨形成のための微小環境形成に重要な役割を担っていることが示
唆されたQ
学位論文審査結果の要旨
骨折治癒過程は､組織の損傷に伴う炎症､未分化間葉系幹細胞および血流を介した幹細胞の動n､
細胞の増碓ならびに分化による組織の修復等､多様な細胞が複雑にry.J与すると考えられている｡近
年､骨rBh一由来幹細胞の多分化能が明らかとなり､様々な組織の修役や維持-の関与が報告されてい
る｡しかし､付治癒過程における冊髄由来幹細胞の関与についての詳細は不明であるC
本.tla文はGFPトランスジェニックマウス骨髄移植マウスを用いて骨欠損モデルを作馳し､骨治
癒過椎における骨髄山水細胞の関与について検討したものである｡
本研究は､岡山入学軌物実験委員会の審査､承認を受けて行った｡8週齢雌性 C571】L/6野生型マ
ウスに 10Gyの放射轟即納J後､同系GFP トランスジェニックマウスから採取した冊髄細胞を尾静脈
から移柏した｡･R･髄柳胞移柵 1ケ月後に骨欠損モデルとしてBS'!.1削こ直情 1mmの骨火刑を形成し､3､
7､14､28日後に摘出した｡全ての試料は常法にてパラフィン切片を作激し､HE染色､TRAP染
色およびGFP､F4/80､CD34､OsLeoca暮cin(OC)に対する免疫糾織化学的地色を施し､組織学的に観
察した｡
対照組織である骨端伽の骨髄では血球系細胞が ドナー由来骨髄釧胞にI'Fpt換されていたD骨端軟骨
板周囲の多核巨糾胞や単核の破軟骨細胞､破骨細胞はGFP陽性を示したが､増殖軟骨細胞､肥大軟
骨細胞､骨芽細胞､血管内皮細胞や脂肪糸川J'Aと考えられる細胞はGFP陰性を示したO
骨欠損モデルは骨折治癒過程と同様に､炎･JnE_矧､修復期､リモデリング期の段階を経て治癒して
いたD骨欠机作魁後3日目では､創傷丁制こおいて好rTr球を主体とした炎症性細胞とF4/80似性の類
円形､樹枝状のマクロファージにGFP陽性が誰められた｡7日目では､肉芽組織の増生が認めら
れ､肉芽組織中ではCD34陽性血管内皮細胞の一緋にGFP陽性が認められた｡14日目では､骨欠
損内の大部分が′耶 JL織に置換されており､新生骨周囲でOC陽性､GFP陰性の骨芽細胞が認められ､
血管内皮細胞はGFP陰性を示した｡28日目では､別働加の骨糾織の多くが吸収しており､残存し
た骨組織周朗にTRAP鞄色陽性､GFP陽性の破竹細胞を認めたD
以上の結娘より､本研究における骨治砥過程において､件髄由来細胞は炎症性釧胞､肉芽組織中
のマクロファージ､血管内皮細胞の一部､血管周囲の細胞および骨吸収に関わる破骨細胞等､多様
な細胞に分化 していたが､軟骨細胞､骨芽紺J'dや骨細胞-の明らかな分化は確認できなかったO骨
髄由来細胞は､骨治癒過程の早期より出現してAu傷治癒を促進し､血管形成制御､骨組織のリモデ
リング等に関わって､新生骨形成のための微小環威形成に重要な役割を担っていることが示唆され
た｡
これらの知見は,骨欠損の治癒過程における骨髄由来細胞の役割を明らかにしたものであり､骨
組織の治癒機転解明の一端を担 う基礎研究として価値のある研究濃練である.
よって,審査委員会は本論文に博士 (歯学)の学位論文としての価値を認める.
